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1. Uvod 
 
U fitopatologiji gljive se opisuju pod imenom teleomorfnog ili spolnog stadija. 
Teleomorfni stadij vrste Botrytis cinerea, pod nazivom Peziza fuckeliana De Bary i kasnije 
Sclerotinia fuckeliana Fuckel, poznat je od 1866. godine (Hansen i Smitth, 1932), a 
taksonomska veza izmeĊu Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz i B. cinerea dokazana je 
tek dobivanjem prvih apotecija i askospora križanjem izolata in vitro (Groves i Drayton, 
1939). Gljiva Botryotinia fuckeliana mnogo je poznatija po svom konidijskom stadiju, 
odnosno anamorfnom ili nespolnom stadiju, a to je Botrytis cinerea. Upravo taj konidijski 
stadij priĉinjava štetu u biljnoj proizvodnji. 
Rod Botrytis, kome pripada i vrsta Botrytis cinerea (teleomorf Botryotinia 
fuckeliana; carstvo Fungi, pododjel Ascomycota, razred Discomycetes, red Helotiales, 
porodica Sclerotiniaceae,), jedan je od najznaĉajnijih rodova gljiva, prvi puta opisan 1729. 
godine (Jarvis, 1977). Naziv potjeĉe od starogrĉke rijeĉi botris što znaĉi grozd. Bolest koju 
uzrokuje B.cinerea ima razliĉita imena: siva palež, siva plijesan, siva trulež, palež pupova i 
cvjetova te „rak“ izboja i stabljike. 
Krug domaćina B. cinerea obuhvaća više od 230 biljnih vrsta (Van der Vlugt-
Bergmans, 1996). Vrste roda Botrytis susreću se svugdje gdje se uzgajaju biljke domaćini: 
od hladnih podneblja Aljaske (Anderson, 1924) do toplih i suhih podruĉja u Izraelu (Yunis 
i Elad, 1989). 
Najznaĉajnije štete nastaju na vinovoj lozi, povrću (kupus, zelena salata, brokula, 
rajĉica, krastavci, paprika), cvijeću (ruže, krizanteme) i jagodiĉastom voću (jagoda, malina, 
kupina) (Drobyi Lichter, 2004). U većini sluĉajeva, patogen je najdestruktivniji na zrelim 
biljnim dijelovima ili na tkivu koje stari, premda se infekcija obiĉno ostvaruje u ranijim 
fenofazama razvoja. Poslije ostvarivanja infekcije zaraženi biljni dijelovi bez vidljivih 
simptoma ostaju latentno zaraženi duži vremenski period. Pri povoljnim vremenskim 
uvjetima i nakon fizioloških promjena tkiva domaćina (sazrijevanje, promjena kemijskog 
sastava i dr.) dolazi do ubrzane destrukcije i truljenja zaraženih biljnih dijelova, tako da 
kod uskadištenja plodova bez simptoma gubitci postaju evidentni tek nakon njihovog 
transporta do mjesta prodaje (Williamson i sur., 2007). B. cinerea može uzrokovati velike 
gubitke i na biljkama tijekom vegetacije, kako u polju tako i u staklenicima, kao i u ranijim 
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fazama razvoja kod nekih domaćina (Coley-Smith, 1980; Giraud i sur., 1999; Chardonnet i 
sur., 2000; Staats i sur., 2005; Williamson i sur., 2007; Tanović i sur., 2010). 
Tijekom vegetacije gljiva razvija iskljuĉivo konidijski stadij. Konidije s 
konidioforima nastaju u velikom broju, a konidije su jednostaniĉne. Raznosi ih vjetar, a 
kliju u kapi vode ili pri RZV većoj od 90% te pri temperaturama od 2°C do 41°C, (opt. 20-
25°C). Konidije su u prirodnim uvjetima kratkoživuće tvorevine, a dužina života im ovisi 
od temperature, prisustva vlage, mikrobiološke aktivnosti u okruženju i izloženosti 
sunĉevoj svjetlosti. U tlu vrste roda Botrytis nisu dobri kompetitori i njihove konidije su 
uglavnom podložne fungistatiĉnom efektu sredine (Coley-Smith, 1980). Ako se ĉuvaju na 
sobnoj temperaturi, u suhom stanju, konidije B. cinerea mogu preživjeti do 14 mjeseci 
(Salinas i sur., 1989). 
Osim konidiofora s konidijama, vrste roda Botrytis formiraju sklerocije, te apotecije 
i askospore koje omogućavaju širenje patogena. Poslije ostvarivanja infekcije i smrti 
stanica domaćina, vrste roda Botrytis mogu preživjeti i sporulirati kao saprofiti na 
odumrlom biljnom tkivu, ili mogu stvarati tvorevine za preživljavanje – sklerocije, koje 
nastaju na živim biljkama ili na biljnim ostatcima na površini i u dubljim slojevima tla 
(Holz i sur., 2004). Smatra se da su sklerocije najvažnije tvorevine za održavanje vrste jer 
mogu preživjeti nepovoljne vremenske uvjete te mogu stvarati apotecije nakon spolnog 
procesa, a kod mnogih vrsta na njima nastaje nekoliko uzastopnih generacija konidija 
(Coley-Smith, 1980). Apoteciji se u prirodnim uvjetima uglavnom ne pronalaze ili su vrlo 
rijetki u zaraženim usjevima i nasadima, tako da su zakljuĉci o ulozi apotecija i askospora 
u epidemiologiji bolesti zasnovani iskljuĉivo na molekularnim analizama genoma (Beever 
i Weeds, 2004). 
B. cinerea izaziva širok spektar razliĉitih simptoma na brojnim dijelovima biljaka 
pa ih je vrlo teško generalizirati. Na cvjetovima simptomi variraju, zavisno od vremenskih 
uvjeta te se mogu pojaviti u rasponu od sitnih nekroza do tipiĉne vlažne truleži i 
propadanja. Vlažna trulež i propadanje epidermalnog i parenhimskog tkiva koje ubrzo 
postaje prekrivenom sivom masom konidiofora i konidija patogena predstavlja osnovni 
simptom bolesti na listovima, cvjetovima i soĉnim plodovima. Na rajĉici u plastenicima i 
staklenicima najĉešće se zapaža trulež stabljike oko rana nastalih zakidanjem zapereka, 
dok se trulež plodova, popraćena obilnom sporulacijom patogena, javlja uglavnom poslije 
3 
 
berbe. Infekcija sjemena zabilježena je kod više od 50 vrsta biljaka kao što su lan, 
suncokret i zelena salata (Munde, 1980). 
Biofungicidi mogu biti na bazi korisnih gljiva, bakterija, kvasaca te na bazi 
eteriĉnih ulja ili biljnih ekstrakata. Sposobnost biofungicida da zaštiti domaćina od 
patogena, održi se na razliĉitim biljkama u razliĉitim uvjetima, osnova je njegovog 
komercijalnog uspjeha (Klokoĉar-Šmit i sur., 2006). 
Mehanizam djelovanja eteriĉnih ulja temelji se pretežito na njihovom djelovanju na 
staniĉnu membranu gljiva, odnosno uništavanju njezine strukture što dovodi do smrti 
stanice, blokiranju izgradnje staniĉne membrane te inhibiciji klijanja spora, rasta micelija i 
staniĉnog disanja (Harris, 2002.).  
 
1.1 Cilj istraživanja 
 
Cilj istraživanja je utvrditi utjecaj pH podloge, temperature i pet eteriĉnih ulja (anis, 
timijan, menta, bijeli bor i kadulja) na porast micelija gljive Botrytis cinerea in vitro, 
odnosno promjer micelija nakon ĉetiri, sedam i deset dana od primjene eteriĉnih ulja.  
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2. Pregled literature 
 
Botrytis cinerea, uzroĉnik sive plijesni, je gljivica poznata po brzom razvoju 
rezistentnosti na fungicide za njezino suzbijanje. Problem rezistentnosti posebno je izražen 
u zaštiti vinograda jer je siva plijesan jedna od ekonomski najznaĉajnijih bolesti vinove 
loze. U cilju prevladavanja problema rezistentnosti u svijetu se neprekidno radi na razvoju 
novih djelatnih tvari. U zaštiti bilja dominiraju kemijske mjere borbe, odnosno korištenje 
kemijskih sredstava. Istraživanja i saznanja o riziku pri primjeni nekih fungicida, po 
potrošaĉa, životnu sredinu, neuspjeh pri rješavanju nekih bolesti podzemnih i nadzemnih 
organa biljaka, brza pojava rezistentnih jedinki u populaciji nekih štetnih vrsta, zabrana 
primjene sintetskih pesticida u vrijeme zriobe i berbe (naroĉito u zaštićenom prostoru), 
dovela su do povećanja interesa javnosti i struke za uvoĊenjem alternativnih mjera u zaštiti 
bilja, gdje zasluženo mjesto nalaze biološki preparati.  
Definicija eteriĉnog ulja prema Ismanu, (2000.) je ta da su esencijalna ulja 
koncentrirane, hidrofobne tekućine koje u sebi sadrže nestabilne aromatiĉne spojeve 
dobivene iz biljnih dijelova. Svako eteriĉno ulje sastoji se od glavnih i sporednih 
komponenti (Iacobelis i sur., 2005.), a udio pojedinih komponenti u eteriĉnom ulju ovisi o 
klimatskim uvjetima, mjestu uzgoja te o genotipu biljaka iz kojih se ulja ekstrahiraju. U 
eteriĉnom ulju anisa (Pampinella anisum) nalaze se dvije glavne komponente, a to su 
anetol (76,9 - 93,7%) i γ-himahalena (0,4 - 8,2%) (Orav i sur., 2008., Rodrigues i sur., 
2003.). Soković i sur. (2009.) u svojim istraživanjima navode da su glavne komponente 
ulja metvice (Mentha peperita)mentol (37,4%), mentil acetat (17,4%) i menton (12,7%). 
Glavne komponente eteriĉnog ulja obiĉnog bora (Pinus sylvestris L.) su α-pinen (49,2%), 
sabinen (30,1%), β-pinen (14,9%) i limonen (7,9%), dok iglice sadrže β-pinen (69,5%), 
kamfen (14,9%), β-pinen (9,1%), sabinen (3,6%) i limonen (2,8%) (Zafra i García-Peregrín 
1976.). Lis-Balchin (2006.) navodi da su glavne komponente eteriĉnog ulja timijana timol 
kojega ima od 45 do 48% te ρ-cimen (18,5 - 21,5). Ulje kadulje (Salvia officinalis) sastoji 
se od α-tujona (39 - 43%), β-tujona (5 - 9%), 1,8- cineola (7,5 - 25%), te kamfora (13 - 
22,5%) (Pierozan et al., 2009., Suhr i Nielsen, 2003.). 
Aromatiĉne kemikalije prisutne u razliĉitim biljnim dijelovima od pamtivijeka se 
koriste u aromaterapiji. To sugerira da imaju pozitivne zdravstvene efekte te imaju ugodan 
i, ĉesto, opuštajući miris. Uz to, neko bilje poput ružmarina i kadulje koristi se pri 
proizvodnji lijekova zauzimajući na taj naĉin znaĉajan dio farmaceutskog tržišta. (Singh i 
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Upadhayay, 1993.; Lis-Balchin i sur., 1995.; Buchbauer, 1996.; Singh, 1999.; Singh i sur., 
1998., 1998., 2003.). 
Daferera i sur. (2002.) navode kako esencijalna ulja i njihove komponente imaju 
jako fungistatiĉno, a mnoga i fungicidno djelovanje. Eteriĉna ulja se prouĉavaju zbog 
dobrog biološkog djelovanja na razliĉite uzroĉnike bolesti ljudi, biljaka i životinja. Osim 
antifungalnog djelovanja mnoga eteriĉna ulja imaju jako antibakterijsko (Dorman i sur., 
2000.), insekticidno i nematocidno djelovanje (Pandey i sur., 2000.). Ulja klinĉićevca i 
timijana sadrže veliki broj fenolnih spojeva kao što su eugenol i timol te ona time imaju 
bolji uĉinak pri direktno primjeni. Ulja koja sadrže nefenolne hlapljive spojeve kao što su 
citral i limonen imaju najbolji uĉinak kada je gljiva izložena isparavanjima eteriĉnog ulja. 
Prilikom istraživanja spoj timola iz ulja timijana je bolje djelovao na inhibiciju rasta 
gljivice prilikom upotrebe metode isparavanja, za razliku od eugenola iz cimeta i 
klinĉićevca, iako su oba spoja fenoli, razlika je u tome što je molekula timola manja i lakše 
isparava od molekule eugenola (Suhar i Nielsen, 2003.). 
Yang i Clausen (2007.) su u svome istraživanju ispitivali sinergiju meĊu eteriĉnim 
uljima. Kombinacija nekoliko eteriĉnih ulja je ĉesto uĉinkovitija od pojedinih 
komponenata kada je potrebna kontrola više razliĉitih gljiva. Kombinacija ulja ĉajevca i 
timijana je imala slabiji inhibitorni uĉinak nego sama primjena ulja timijana. Na temelju 
toga je zakljuĉeno da nema sinergije u ovoj kombinaciji ulja, te da ulje ĉajevca umanjuje 
antifugalna svojstva ulja timijana. 
Minimalna inhibitorna koliĉina (MIC) eteriĉnih ulja ovisi o vrsti i sastavu ulja te o 
vrsti organizma na koji se primjenjuje. Tako je minimalna inhibitorna koliĉina ulja 
timijana u pokusu s Candida albicans, Aspergillus flavus, Trichoderma viride, 
Aerobasidium pillulans i Microsporum gypseum bila 5 µl (Amvam Zollo i sur., 1998.). 
U zemljama u razvoju uzroĉnici biljnih bolesti umanjuju prinos za oko 12% (Lee i 
sur., 2010.). Pesticidi koji se danas koriste u velikoj mjeri zagaĊuju atmosferu, ostavljaju 
rezidue u tlu, vodi i biljnim proizvodima te time negativno utjeĉu na zdravlje ljudi. Da bi 
se izbjegao loš utjecaj kemijskih sredstava, upotrebljavaju se prirodni proizvodi velikog 
broja biljaka koji se koriste za kontrolu biljnih bolesti (Bowers i Locke, 2000., Momin i 
sur., 2001.). 
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Van der Vlugt- Bergmans (1996.) navodi da krug domaćina B. cinerea obuhvaća 
više od 230 biljnih vrsta. Te se vrste roda Botrytis mogu susresti diljem svijeta gdje se 
uzgajaju biljke domaćini. Rod Botrytis, kome pripada vrsta Botrytis cinerea (teleomorf 
Botryotinia fuckeliana) jedan je od najznaĉajnijih rodova gljiva, prvi puta opisan 1729. 
godine (Jarvis, 1977). 
Tanović i sur. (2005.) prilikom istraživanja utvrĊuju utjecaj eteriĉnih ulja bijelog 
bora, anisa, lavande, mente, ružmarina, cimeta, naranĉe, timijana, limuna i eukaliptusa na 
porast B. cinerea in vitro. UtvrĊeno je da su ulja timijana, cimeta i anisa najbolje tj. 
upotpunosti inhibirala rast micelija ove gljive. Najslabije inhibitorno djelovanje su 
pokazala ulja naranĉe i bijelog bora.  
Ulje slatke naranĉe (Citrus sinesis) nije imalo inhibitorni uĉinak na rast micelija 
gljiva Fusarium oxysporum, C. gloeosporioides, R. solani, B. cinerea te Pythium ultimum 
(Lee i sur., 2007.). Ulje slatke naranĉe sliĉnog je kemijskog sastava kao i ulje gorke 
naranĉe te sadrži najvećim dijelom limonen (91,9 – 95,6%) te mircen (1,3 – 2,24%) 
(Kirbaşlar i sur., 2009., Suhr i Nielsen, 2003.).  
Lee i sur. (2007.) ispitivali su utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljiva 
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea te Pythyum ultimum. Najjaĉa inhibitorna svojstva su 
imala eteriĉna ulja kima (Cuminum cyminum), limunske trave (C. citratus), limunskog 
eukaliptusa (Eucaliptus citriodora), origana (Origanum vulgare) te timijana (T. vulgaris). 
Ulje origana inhibitorno je djelovalo na rast micelija gljive Botrytis cinerea te Pythium 
ultimum, meĊutim mnoga druga eteriĉna ulja kao što su lavnada (Lavandula spica), 
metvica (Mentha piperita), bor (Pinus sylvestris), ružmarin (R. officinalis), kadulja (Salvia 
lavenduifolia, Salvia sclarea) nisu imali nikakav inhibitorni uĉinak na rast micelija 
ispitivanih gljiva. 
UtvrĊen je utjecaj plinovite faze eteriĉnih ulja 18 vrsta biljaka (anisa, bergamota, 
bijelog bora, bosiljka, cimeta, eukaliptusa, geranija, klinĉićevca, borovice, lavande, limuna, 
metvice, komoraĉa, naranĉa, ružmarina, timijana, ĉajnog drveta i bora na porast B. cinerea 
in vitro. UtvrĊeno je da sva eteriĉna ulja djelomiĉno ili potpuno inhibiraju rast micelija 
navedenog patogena. Najslabije inhibitorno djelovanje pokazala su ulja naranĉe i bijelog 
bora, dok su ulja timijana, cimeta, anisa, geranija, metvice i komoraĉa potpuno inhibirala 
porast micelija spomenutog patogena. Ulja bosiljka, komoraĉa, cimeta i timijana djeluju 
fungicidno, dok su ulja geranija i metvice samo fungitoksiĉna (Tanović i sur., 2005). 
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Glavna komponenta ulja klinĉićevca i cimeta, eugenol, ima jako antifugalno 
djelovanje na rast B. cinerea i Sclerotinia sclerotiorum (Wang i sur., 2010.). 
Ulje timijana imalo je inhibitorni uĉinak na porast micelija gljive Rhizoctonia 
solani i Colletotrichum gloeosporioides, dok ulja lavande, metvice, bora, ružmarina, 
kadulje nisu imala nikakav inhibitorni uĉinak na rast micelija ispitivanih gljiva (Lee i sur., 
2007.). 
Promatranjem djelovanja 26 eteriĉnih ulja na B. cinerea, ulja deset biljaka – 
Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus citriodora, Eupatorium cannabinum, Lawsonia 
inermis, Ocimum canum, Ocimumgratissimum, Ocimumsanctum, Prunus persica, Zingiber 
cassumunar i Z. officinale, pokazala su apsolutnu (100%) inhibiciju porasta fitopatogenih 
gljiva (Tripathi i sur., 2008). 
Primjenjivost eteriĉnih ulja u praksi utvrĊena je za kontrolu sive truleži grožĊa, 
prouzrokovane gljivom B. cinerea prilikom skladištenja. GrožĊe tretirano uljem vrsta P. 
persica i O. sanctum pokazalo je produženo vrijeme skladištenja do ĉetiri i pet dana. 
Skladištenje grožĊa koje je tretirano uljem Z. officinale produženo je za šest dana. Ulja 
nisu pokazala fitotoksiĉne efekte na kori voća (Tripathi i sur., 2008). 
Nafiseh Katooli i sur. (2011.) ispitivali su inhibitorni utjecaj esencijalnih ulja 
timijana i eukaliptusa na šest patogenih gljivica: Pencillium digitatum, Asperigilus flavus, 
C. gloeosporioides, P. ultimum, Rhizoctonia solani i Bipolaris sorokiniania. C. 
gloesporoideus je izoliran iz citrusa, Rhizoctonia solani i Bipolaris sorokiniana iz riže, P. 
digitatum  i A. flavus su izolirani iz plijesni kruha. Ĉiste kulture svih izoliranih gljivica 
uzgojene su na hranjivoj podlozi krumpir dekstrozni agar (PDA). Iz listova timijana 
(Thymus vulgaris L.) i eukaliptusa (Eucalyptus camaldulensis L.)  izvršena je ekstrakcija 
ulja. Esencijalna ulja u dozi 10 µl dodana su u Petrijeve zdjelice s gljivicama i to u 
razrijeĊenim otopinama s acetonom od 25, 50 i 75% i nerazrijeĊena. Ulja su aplicirana na 
kružne isjeĉke filter papira. Nakon toga Petrijeve zdjelice su zatvorene parafilmom i 
inkubirane 30 dana u termostat komori na 25°C. Promjer rasta micelija mjeren je svaki 
dan. Eteriĉno ulje timijana potpuno je inhibiralo porast micelija Pencillium digitatum u 
koncentraciji ulja od 75 i 100%, a kod Colletotrichum gloeosporioides, Pyhitium ultimum i 
Rhizoctonia solani u svim koncentracijama esencijalnih ulja nakon 30 dana. Razlike do 
dvanaestog dana pokusa nisu bile statistiĉki znaĉajne. Eteriĉno ulje eukaliptusa potpuno je 
inhibiralo porast micelija Pyhitium ultimum i Rhizoctonia solani u svim koncetracijama 
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esencijalnih ulja nakon 30 dana. Eteriĉno ulje eukaliptusa nije pokazalo antifungalni 
uĉinak na gljive Pencillium digitatum i Asperigillus flavus. 
U literaturi se mogu pronaći rezultati velikog broja istraživanja u kojima je testirano 
fungicidno djelovanje razliĉitih eteriĉnih ulja. Ekstrakt iz cvjetnih pupoljaka klinĉića 
pokazao je fungicidno djelovanje na Alternaria sp., Fusarium sp., Botrytis sp. i Septoria 
sp. (Soatthiamroong i sur., 2003). Uĉinkovito se pokazalo i ulje kadulje u suzbijanju B. 
cinerea (Carta i sur., 1996). 
Antifungalni uĉinak eteriĉnog ulja metvice Mentha piperita istraživan je za gljive 
Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea i Aspergillus niger, te je utvrĊeno da razliĉite 
koncentracije ulja imaju razliĉit antifungalni uĉinak na ispitivane gljive (Behnam  i sur., 
2006.). 
Wilson i sur. (1997.) utvrdili su da izmeĊu 49 testiranih eteriĉnih ulja eteriĉno ulje 
C. zeylanicumima najjaĉi antifungalni uĉinak na gljivu B. cinerea. 
Hlapljivi spojevi esencijalnih ulja iz srodnih tipova T. vulgaris pokazali su 
protugljiviĉnu aktivnost protiv B. cinereae i Rhizopus stolonifer, dviju najrasprostranjenijih 
patogena jagoda koji se javljaju nakon berbe. (Bhaskara i sur., 1998.). 
Istaživanja Reddy (1998.) te Feng i Zheng (2007.) pokazala su kako ulje timijana 
ima znaĉajan negativni uĉinak na razvoj bolesti ĉiji su uzroĉnici gljive B. cinerea, R. 
stoloniferi A. alternata na jagodama i rajĉici nakon berbe. 
Reddy i sur. (1998.) su utvrdili da eteriĉno ulje timijana smanjuje rast gljiva B. 
cinerea i R. stolonifer kao i njihovu sporulaciju. 
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3. Materijali i metode rada 
 
Istraživanje je provedeno u laboratoriju Katedre za fitopatologiju Poljoprivrednog 
fakulteta u Osijeku. U postavljenom pokusu (in vitro) ispitivan je utjecaj pH hranjive 
podloge, temperature i pet eteriĉnih ulja na porast micelija fitopatogene gljive Botrytis 
cinerea. U pokusu je korištena PDA hranjiva podloga pH vrijednosti 6,5 i pH 7,5. 
Temperature u pokusu tijekom istraživanja bile su 15°C, 22°C i 30°C. 
 
3.1 Eterična ulja 
 
U pokusu su korištena eteriĉna ulja tvrtke Pranarôm International iz Belgije (slika 
1). Korištena su eteriĉna ulja anisa (Pimpinella anisum L.), timijana (Thymus vulgaris L.), 
metvice (Mentha peperminta L.), bijelog bora (Pinus sylvestris L.) te kadulje (Slavia 
officinalisL.). 
Glavna komponenta ulja anisa je anetol (83,5%), timijana timol (38,61%), te ρ-
cimen (25,02%). Kod metvice glavna komponenta je manitol (41,06%), bijelog bora pinen 
(49,2%), te kod kadulje 1,8-cineol (33,27%). 
 
 
Slika 1. Eteriĉna  ulja (foto Dino Klobuĉar) 
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3.2 Fitopatogena gljiva 
 
U pokusu je korišten izolat gljive Botrytis cinerea s duhana Katedre za 
fitopatologiju. Gljiva je precijepljena za daljnje istraživanje na PDA podlogu (krumpir 
dekstrozni agar), pH 6,5 i pH 7,5 (slika 2). 
 
 
Slika 2. Diskovi micelija Botrytis cinerea na PDA podlozi (foto Dino Klobuĉar) 
 
3.3 Postavljanje pokusa 
 
Ispitivanje utjecaja eteriĉnih ulja na porast gljive Botrytis cinerea obavljeno je u 
laboratoriju Katedre za fitopatologiju Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku.  
U pokusu su korištene Petrijeve zdjelice promjera 9 cm s pripremljenom PDA 
podlogom (krumpir dekstrozni agar). Prije pripreme hranjivog supstrata potrebno je 
sterilizirati Petrijeve zdjelice u koje će se pripremljena podloga razliti. Petrijeve zdjelice se 
zamotaju u papir i zatim tako pripremljene stavljaju u autoklav (ureĊaj za sterilizaciju 
vrućom vodenom parom). Sterilizacija staklenog posuĊa obavlja se na temperaturi 121°C 
uz tlak 1,5 bar u trajanju 20 min. Nakon toga slijedi priprema hranjive podloge. 
Krumpir dekstrozni agar gotova je smjesa za podlogu. Kako bismo dobili krutu 
pologu dodajemo tehniĉki agar. Smjesi dodajemo pola litre destilirane vode te sve to 
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stavljamo u tikvicu i kuhamo u vodenoj kupelji dok se ne rastopi. Zatim se uzima pH 
indikator i stavlja u podlogu. Da bismo podesili pH, u podlogu dodajemo 0,1 mol/l NaOH. 
Nakon podešavanja pH tikvica se zatvori, zamota u papir te se stavlja u autoklav 20 min na 
temperaturu od 121°C i tlak od 1,5 bara. Autoklav se iskljuĉi i ĉeka da tlak padne, autoklav  
se otvara, tikvica s podlogom vadi i ostavlja da se prohladi do 60°C. Nakon toga se dodaje 
antibiotik streptomicin kako bismo sprijeĉili razvoj bakterija, ponovno se zatvori i protrese 
te se sadržaj razlijeva u ranije sterilizirane Petrijeve zdjelice. 
Kada se PDA podloga ohladi, u sredinu svake Petrijeve zdjelice stavljen je kružni 
isjeĉak filter papira promjera 5 mm koji je prethodno steriliziran u autoklavu. 
Pomoću mikropipete na svaki je disk dodano 5 µl eteriĉnog ulja, odnosno 
destilirana voda u kontrolnoj varijanti. U svaku Petrijevu zdjelicu na ĉetiri mjesta, koja su 
jednako udaljena od filter papira, sterilnom su iglom postavljeni diskovi micelija 
ispitivanih gljiva promjera 5 mm (slika 3). 
 
 
Slika 3. Postavljanje filter papira i diskova micelija (foto Dino Klobuĉar) 
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Pokus je postavljen u ĉetiri ponavljanja. Precjepljivanje gljive na PDA podlogu i aplikacija 
eteriĉnih ulja je obavljena u komori za rad u sterilnim uvjetima (laminar) (slike 4 i 5). 
 
 
Slika 4. Komora za rad u sterilnim uvjetima (foto Dino Klobuĉar) 
 
 
Slika 5. Aplikacija eteriĉnog ulja na filter papir (foto Dino Klobuĉar) 
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Nakon precjepljivanja Petrijeve zdjelice stavljene su na inkubaciju u termostat 
komoru na tempeature predviĊene planom pokusa(15°C, 22°C i 30°C).  
Mjerenja su provedena ĉetvrtog, sedmog i desetog dana od poĉetka inkubacije. 
Mjeren je promjer micelija izražen u mm. 
 
3.4 Statistička obrada podataka 
 
Statistiĉka analiza podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) i najmanje 
signifikantne razlike (LSD) upotrebom programa SAS for Windowste koristeći Microsoft 
Excel. 
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4. Rezultati 
 
4.1 Utjecaj eteričnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA 
podlozi pH 6,5 i temperaturi 15°C 
 
Utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA hranjivoj 
podlozi ĉiji je pH 6,5 i pri temperaturi od 15°C prikazan je Tablici 1. 
Tablica 1. Porast micelija (mm) ĉetvrti, sedmi i deseti dan na PDA podlozi (pH 6,5; 15°C) 
Eterična ulja 4. dan 7. dan 10. dan 
Anis  22,13 40,42 40,42 
Timijan  0,75 2,17 9,75 
Menta 36,85 40,42 40,42 
Bijeli bor 38,17 41,25 41,25 
Kadulja 36,17 41,65 41,65 
Kontrola 37,30 40,70 40,70 
LSD 0,05  
LSD 0,01 
9,58 
13,12 
3,13 
4,30 
7,40 
10,11 
 
Nakon ĉetvrtog dana od inokulacije, dva (timijan i anis) od pet eteriĉnih ulja 
pokazala su znaĉajno antifugalno djelovanje na porast micelija B. cinerea u odnosu na 
kontrolnu varijantu te su statistiĉki vrlo znaĉajno negativno djelovala na razvoj micelija. 
Ulje timijana je i nakon 10 dana inkubacije djelovalo fungistatiĉno odnosno gotovo je u 
potpunosti inhibiralo porast micelija ispitivane gljive. Za razliku od timijana ulje anisa 
sedmog i desetog dana od inokulacije nije statistiĉki znaĉajno inhibiralo porast micelija 
gljive. Antifungalni uĉinak eteriĉnog ulja timijana je bio statistiĉki vrlo znaĉajno bolji u 
odnosu na uĉinak svih ostalih ispitivanih ulja. Ulja mente, bijelog bora (slika 6) i kadulje 
nakon deset dana od inokulacije nisu statistiĉki znaĉajno utjecala na porast micelija 
ispitivane gljive.  
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Slika 6. Utjecaj eteriĉnog ulja bijelog bora na porast micelija gljive Botrytis cinerea (foto 
Dino Klobuĉar) 
 
4.2 Utjecaj eteričnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA 
podlozi pH 6,5 i temperaturi 22°C 
 
Utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA hranjivoj 
podlozi ĉiji je  pH 6,5 i pri temperaturi od 22°C prikazan je Tablici 2. 
Tablica 2. Porast micelija (mm) ĉetvrti, sedmi i deseti dan na PDA podlozi (pH 6,5; 22°C) 
Eterična ulja 4. dan 7. dan 10. dan 
Anis  0 16,60 17,25 
Timijan  0 0 0 
Menta 8,05 10,25 10,25 
Bijeli bor 40,30 40,30 40,30 
Kadulja 41,75 41,75 41,75 
Kontrola 41,80 41,80 41,80 
LSD 0,05  
LSD 0,01 
9,80 
13,43 
15,75 
21,56 
15,80 
21,61 
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Prvi prvom mjerenju, odnosno ĉetiri dana od inokulacije, ulja anisa, timijana i 
mente statistiĉki vrlo znaĉajno su utjecala na smanjenje rasta micelija gljive. Deset dana 
nakon inokulacije i dalje su navedena tri ulja imala statistiĉki vrlo znaĉajan negativni 
utjecaj na rast micelija s tim da je ulje timijana u potpunosti (100%) inhibiralo rast gljive te 
možemo reći da je pri ovim uvjetima uzgoja gljive ulje timijana imalo fungicidno 
djelovanje. Ulja bijelog bora i kadulje nisu imala antifugalno djelovanje na rast micelja 
gljive Botrytis cinerea. 
 
4.3 Utjecaj eteričnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA 
podlozi pH 6,5 i temperaturi 30°C 
 
Utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA hranjovoj 
podlozi ĉiji je pH 6,5 i pri temperaturi od 30°C prikazan je Tablici 3. 
Tablica 3. Porast micelija (mm) ĉetvrti, sedmi i deseti dan na PDA podlozi (pH 6,5; 30°C) 
Eterična ulja 4. dan 7. dan 10. dan 
Anis  0 0 0 
Timijan  0 0 0 
Menta 8,40 11,25 18,90 
Bijeli bor 11,70 13,80 18,15 
Kadulja 0 11,0 14,25 
Kontrola 0 0 0 
LSD 0,05  
LSD 0,01 
2,50 
3,40 
1,60 
2,20 
1,53 
2,10 
 
Pri temperaturi 30°C i pH podloge 6,5 micelij gljive B. cinerea se tijekom deset 
dana provoĊenja pokusa nije razvijao. Isti rezultat je utvrĊen i za varijante pokusa s uljima 
anisa i timijana. U varijantama pokusa s eteriĉnim uljima mente, bijelog bora i kadulje 
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utvrĊeno je da je porast micelija gljive statistiĉki vrlo znaĉajno bolji u odnosu na kontrolnu 
varijantu te možemo reći da su ulja djelovala stimulirajuće na porast gljive. 
 
Slika 7. Utjecaj eteriĉnog ulja anisa na porast micelija gljive Botrytis cinerea(foto Dino 
Klobuĉar) 
 
4.4 Utjecaj eteričnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA 
podlozi pH 7,5 i temperaturi 15°C 
 
Utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA hranjivoj 
podlozi ĉiji je pH 7,5 i pri temperaturi od 15°C prikazan je Tablici 4. 
Tablica 4. Porast micelija (mm) ĉetvrti, sedmi i deseti dan na PDA podlozi (pH 7,5; 15°C) 
Eterična ulja 4. dan 7. dan 10. dan 
Anis  34,00 39,20 39,50 
Timijan  0 0 0 
Menta 14,70 36,75 41,00 
Bijeli bor 40,80 41,25 41,25 
Kadulja 32,00 40,00 40,75 
Kontrola 40,00 42,50 44,50 
LSD 0,05  
LSD 0,01 
7,02 
9,61 
6,55 
8,95 
2,33 
3,20 
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Pri temperaturi 15°C na PDA podlozi ĉiji je pH 7,5 ĉetiri dana od inokulacije 
eteriĉna ulja mente i timijana su statistiĉki vrlo znaĉajno negativno utjecala na rast micelija 
B. cinerea dok je ulje kadulje imalo statistiĉki znaĉajan negativan uĉinak na porast micelija 
iste gljive. Iako je ulje mente statistiĉki vrlo znaĉajno usporilo porast micelija do ĉetvrtog 
dana od inokulacije, nakon sedmog i desetog dana od inokulacije utvrĊeno je da ne postoje 
statistiĉki znaĉajne razlike u porastu micelija u odnosu na kontrolu. Ulje timijana (slika 8) 
je i u ovoj varijanti pokusa potpuno inhibiralo porast micelija, odnosno imalo je fungicidni 
uĉinak. 
 
Slika 8. Utjecaj eteriĉnog ulja timijana na porast micelija gljive Botrytis cinerea 
(foto Dino Klobuĉar) 
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4.5 Utjecaj eteričnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA 
podlozi pH 7,5 i temperaturi 22°C 
 
Utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA hranjivoj 
podlozi ĉiji je pH 7.5 i pri temperaturi od 22°C prikazan je Tablici 5. 
Tablica 5. Porast micelija (mm) ĉetvrti, sedmi i deseti dan na PDA podlozi (pH 7,5; 22°C) 
Eterična ulja 4. dan 7. dan 10. dan 
Anis  33,50 36,40 38,50 
Timijan  6,80 14,40 20,00 
Menta 18,00 41,00 41,00 
Bijeli bor 36,00 40,25 40,25 
Kadulja 38,40 41,05 41,05 
Kontrola 42,00 42,00 42,00 
LSD 0,05  
LSD 0,01 
6,35 
8,70 
6,50 
8,90 
8,20 
11,25 
 
Nakon ĉetvrtog dana od inokulacije ulja timijana i mente su imala statistiĉki vrlo 
znaĉajno negativno djelovanje na porast micelija u odnosu na kontrolnu varijantu. Eteriĉno 
ulje anisa je nakon ĉetiri dana statistiĉki znaĉajno inhibiralo porast micelija u odnosu na 
kontrolu. Ulje timijana je i nakon drugog i trećeg mjerenja imalo statistiĉki vrlo znaĉajan 
negativni uĉinak na porast micelija B. cinerea. 
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4.6 Utjecaj eteričnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA 
podlozi pH 7,5 i temperaturi 30°C 
 
Utjecaj eteriĉnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA hranjivoj 
podlozi ĉiji je pH 7,5 i pri temperaturi od 30°C prikazan je Tablici 6. 
Tablica 6. Porast micelija (mm) ĉetvrti, sedmi i deseti dan na PDA podlozi (pH 7,5; 30°C) 
Eterična ulja 4. dan 7. dan 10. dan 
Anis  8,40 9,80 9,80 
Timijan  11,00 11,00 11,00 
Menta 11,30 12,50 12,50 
Bijeli bor 8,40 11,80 11,85 
Kadulja 0 10,00 11,00 
Kontrola 9,50 11,00 11,00 
LSD 0,05  
LSD 0,01 
2,80 
3,85 
2,50 
3,40 
2,40 
3,30 
 
Pri temperaturi 30°C i pH 7,5 nijedno od 5 ispitivanih eteriĉnih ulja nije statistiĉki 
znaĉajno djelovalo (niti negativno niti pozitivno) na porast micelija gljive B. cinerea. 
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5. Rasprava 
 
Prvo mjerenje porasta micelija gljive Botrytis cinerea praćeno je na PDA podlozi 
ĉiji je pH 6,5 i pri temperaturi od 15°C. Dva (timijan i anis) od pet eteriĉnih ulja pokazala 
su znaĉajno antifugalno djelovanje na porast micelija B. cinerea u odnosu na kontrolnu 
varijantu te su statistiĉki vrlo znaĉajno negativno djelovala na razvoj micelija. Tanović i 
sur. (2005.) su utvrdili utjecaj eteriĉnih ulja anisa, bijelog bora, bosiljka, naranĉe, cimeta, 
eukaliptusa, lavande, limuna, mente, ružmarina te timijana na porast B. cinerea in vitro. 
UtvrĊeno je da sva eteriĉna ulja djelomiĉno ili potpuno inhibiraju rast micelija ove gljive. 
Najslabije inhibitorno djelovanje pokazalo ulje naranĉe i bijelog bora, dok su ulja timijana, 
cimeta, anisa potpuno inhibirala rast micelija. 
Pri temperaturi od 22°C i pH 6,5 prvo mjerenje micelija je bilo nakon ĉetiri dana od 
inokulacije, te je utvrĊeno da ulja anisa, timijana i mente statistiĉki vrlo znaĉajno utjeĉu na 
smanjenje rasta micelija gljive. Deset dana nakon inokulacije i dalje su navedena tri ulja 
imala statistiĉki vrlo znaĉajan negativni utjecaj na rast micelija s tim da je ulje timijana u 
potpunosti (100%) inhibiralo rast gljive te možemo reći da je pri ovim uvjetima uzgoja 
gljive ulje timijana imalo fungicidno djelovanje. Istaživanja Reddyja (1998.) te Fenga i 
Zhenga (2007.) pokazala su kako ulje timijana ima protugljiviĉna svojstva u smanjenju 
rasta gljiviĉnih bolesti prouzroĉenih gljivama B. cinerea, R. stoloniferi A. alternatana 
jagodama i rajĉici nakon berbe. 
Bakr i Ahmed (1992.) su dokazali da temperatura od 20°C je najoptimalnija za 
razvoj micelija gljive Botrytis cinerea, a rast micelija potpuno izostaje na temperaturama 
od 5°C i 30°C. TakoĊer, svi izolati dobro su se razvijali na pH 4,5, ali rast micelija se 
postupno smanjivao porastom pH na 6,5. 
Sliĉno, Ahmed (2007.) dokazao je kako je Botrytis cinerea gljiva koja voli kiselu 
sredinu te je pH 5,5 pogodan za njen rast i sporulaciju. 
Ulja bijelog bora i kadulje nisu imala antifugalno djelovanje na rast micelja gljive 
Botrytis cinereapri temperaturi od 22°C  i pH 6,5. 
Eteriĉna ulja kima (Cuminum cyminum), limunske trave (C. citratus), limunskog 
eukaliptusa (Eucaliptus citriodora), origana (Origanum vulgare) te timijana (T. vulgaris) 
inhibirala su rast gljive Fusarium oxysporum  i to 62%, 66%, 57%, 70% odnosno 76%. 
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Ulje origana inhibitorno je djelovalo na rast micelija gljive Botrytis cinerea te Pythium 
ultimum, meĊutim mnoga druga eteriĉna ulja kao što su lavnada (Lavandula spica), 
metvica (Mentha piperita), bor (Pinus sylvestris), ružmarin (R. officinalis), kadulja (Salvia 
lavenduuifolia, Salvia sclarea) nisu imali nikakav inhibitorni uĉinak na rast micelija 
ispitivanih gljiva (Lee i sur., 2007.). 
Pri temperaturi 30°C i pH podloge 6,5 micelij gljive B. cinerea se tijekom deset 
dana provoĊenja pokusa nije razvijao.  
Hosen i sur. (2010.) navode da je patogen Botrytis cinerea pokazao rast u rasponu 
temperatura od 5 do 30°C. Nikakav rast nije zabilježen pri temperaturi od 35°C, a 
usporedno najmanji rast je zabilježen na 5°C i 30°C.  
 Isti rezultat, odnosno ne razvijanje micelija je utvrĊeno i za varijante pokusa s 
uljima anisa i timijana. U varijantama pokusa s eteriĉnim uljima mente, bijelog bora i 
kadulje utvrĊeno je da je porast micelija gljive statistiĉki vrlo znaĉajno bolji u odnosu na 
kontrolnu varijantu te možemo reći da su ulja djelovala stimulirajuće na porast gljive. 
Ulje timijana u varijanti pokusa gdje je temperatura bila 15°C i pH 7.5 je potpuno 
inhibiralo porast micelija, odnosno imalo je fungicidni uĉinak. 
U literaturi se navodi niz istraživanja u kojima je testirano fungicidno djelovanje 
razliĉitih eteriĉnih ulja. Ekstrakt iz cvjetnih pupoljaka klinĉića pokazao je fungicidno 
djelovanje na Alternaria sp., Fusarium sp., Botrytis sp. i Septoria sp. (Soatthiamroong i 
sur., 2003). Uĉinkovito se pokazalo i ulje kadulje u suzbijanju B. cinerea (Carta i sur., 
1996).  
Na temperaturi 22°C i pH 7,5 eteriĉno ulje anisa je nakon ĉetiri dana statistiĉki 
znaĉajno inhibiralo porast micelija u odnosu na kontrolu. Ulje timijana je i nakon drugog i 
trećeg mjerenja imalo statistiĉki vrlo znaĉajan negativni uĉinak na porast micelija B. 
cinerea. 
UtvrĊen je utjecaj plinovite faze eteriĉnih ulja 18 vrsta biljaka (anisa, bergamota, 
bijelog bora, bosiljka, cimeta, eukaliptusa, geranija, klinĉića, borovice, lavande, limuna, 
pitome metvice, komoraĉa, naranĉa, ružmarina, timijana, ĉajnog drveta i bora na porast B. 
cinerea in vitro. UtvrĊeno je da sva eteriĉna ulja djelomiĉno ili potpuno inhibiraju rast 
micelija navedenog patogena. Najslabije inhibitorno djelovanje pokazalo je ulje naranĉe i 
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bijelog bora, dok su ulja timijana, cimeta, anisa, geranija, metvice i komoraĉa potpuno 
inhibirala porast micelija spomenutog patogena. Ulja bosiljka, komoraĉa, cimeta i timijana 
djeluju fungicidno, dok su ulja geranija i metvice samo fungitoksiĉna (Tanović i sur., 
2005). 
Pri temperaturi 30°C i pH 7,5 nijedno od 5 ispitivanih eteriĉnih ulja nije statistiĉki 
znaĉajno djelovalo na porast micelija gljive B. cinerea. 
Ahmed (2007.) je dokazao kako je temperatura od 20°C najoptimalnija za razvoj 
micelija gljive Botrytis cinerea, a rast micelija potpuno izostaje na temperaturama od 5°C i 
30°C. TakoĊer, svu izolati se se dobro razvijali na pH 4,5, ali rast micelija se postupno 
smanjivao porastom pH na 6,5.  
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6. Zaključak 
 
Na temelju ispitivanja djelovanja eteriĉnih ulja anisa, timijana, mente, bijelog bora i 
kadulje na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA podlozi pri kiselosti podloge 6,5 
i 7,5 te pri temperaturama 15, 22 i 30°C može se zakljuĉiti: 
1. Na porast micelija znaĉajan utjecaj imaju pH podloge i temperatura na kojoj 
gljiva raste. 
2.  Eteriĉno ulje timijana ima najbolje fungistatiĉno djelovanje na ispitivanu gljivu 
te u pet od šest varijanti pokusa ima statistiĉki vrlo znaĉajan negativni uĉinak na rast gljive 
u odnosu na kontrolu. 
3. U varijanti pokusa gdje je temperatura na kojoj je gljiva rasla bila 30°C, a pH 
PDA podloge 6,5 gljiva u kontrolnoj varijanti te uz prisustvo ulja timijana i anisa nije rasla 
dok je porast gljive uz prisustvo ulja kadulje, mente i bijelog bora bio statistiĉki znaĉajno 
bolji u odnosu na kontrolu (ulja su imala stimulirajući uĉinak na rast gljive). 
4. U varijanti pokusa gdje je pH podloge 7,5 i pri temperaturi inkubacije 30°C niti 
jedno eteriĉno ulje nije imalo niti negativan niti pozitivan utjecaj na rast micelija u odnosu 
na kontrolu. 
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7. Sažetak 
 
U radu je ispitivan utjecaj pet eteriĉnih ulja (anis, timijan, menta, bijeli bor, 
kadulja) na porast micelija gljive Botrytis cinerea na PDA podlozi pH 6,5 i pH 7,5 i 
temperaturama 15°C, 22ºC, 30ºC). Eteriĉno ulje timijana imalo je najbolje antifungalno 
djelovanje. Navedeno ulje inhibiralo je rast micelija gljive Botrytis cinereau pet varijanti 
pokusa. Ulja anisa i mente takoĊer imaju dobra inhibitorna svojstva. Ulja bijelog bora i 
kadulje nisu inhibirala porast micelija ispitivane gljive. 
Ključne riječi: porast micelija, fitopatogena gljiva, eteriĉna ulja, inhibicija 
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8. Summary 
 
In this thesis effect of five essential oils (anise, thyme, mint, white pine, garden 
sage) on Botrytis cinerea mycelial growth, on PDA base of pH 6.5 and pH 7.5 upon 
incubation temperatures of 15°C, 22°C, 30°C, was evaluated. Essential oil of thyme has 
shown the best antifungal effect. Thyme oil inhibited growth of examined fungus Botrytis 
cinereain five variants of conducted experiment. In addition, both anise and mint oils have 
shown high inhibitory effects. On the other hand, garden sage and white pine oils hadn't 
inhibit mycelial growth of examined fungus. 
Key words: mycelial growth, plath pathogenic fungi, essential oils, inhibition 
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